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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
BTEX - Benzen, toluen, etilbenzen in ksileni (ang. benzene, toluene, ethylbenzene and 
toluenes) 
CAR - Karboksen (ang. Carboxene) 
DI voda - Deionizirana voda (ang. Deionized water) 
DLLME - Disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (angl. Dispersive liquid-liquid       
microextraction) 
DVB - Divinilbenzen (ang. Divinylbenzene) 
ECD - Detektor na zajetje elektronov (ang. Electron capture detector) 
FID - Plamensko ionizacijski detektor (ang. Flame ionization detector) 
FTIR - IR spektrometer na s Fourierjevo transformacijo (ang. Fourier transform IR 
spectrometer) 
HF-LPME - Mikroekstrakcija z votlim vlaknom (ang. Hollow fiber microextraction) 
HOS – Hlapne organske spojine (ang. Volatile organic compounds, VOC) 
HPLC - Visokoločljivostna tekočinska kromatografija (ang. High Preformance Liquid                                   
Chromatography) 
HS - Nadprostor (ang. Headspace) 
IR - Infrardeča svetloba (ang. Infrared radiation) 
LPME - Mikroekstrakcija v tekočo fazo (ang. Liquid phase microextraction) 
MS - Masni spektrometer (ang. Mass spectrometer) 
PDMS - Polidimetilsiloksan (ang. Polydimethylsiloxane) 
PID - Fotoionizacijski detektor (ang. Photoionization detector) 
SDME - Mikroekstrakcija s kapljico (ang. Single drop microextraction) 
SPME - Mikroekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid-Phase Microextraction) 
TCD - Detektor na termično prevodnost (ang. Thermal conductivity detector) 




Razvoj metode za določanje BTEX v tleh 
 
 
Povzetek: Benzen, toluen, etilbenzen in ksileni (BTEX) so okoljska onesnaževala, ki jih 
uvrščamo v skupino hlapnih organskih spojin (HOS). Nahajajo se v nafti in se uporabljajo v 
industriji kot topila in prekurzorji za sintezo različnih organskih spojin in materialov. BTEX 
spojine so za ljudi strupene, pri čemer je benzen tudi kancerogen in teratogen. Ker se najmanjši 
delež BTEX spojin v okolju nahaja v vodi in adsorbiran na zemlji, je pred analizo potrebna 
predkoncentracija, pri čemer uporabljamo ekstrakcije, kot je mikroekstrakcija na trdno fazo 
(SPME). V okviru diplomskega dela sem razvil metodo za določanje BTEX spojin v tleh, pri 
čemer sem kot ekstrakcijsko metodo za predkoncentracijo analitov uporabil SPME, potem pa 
sem jih analiziral s plinskim kromatografom sklopljenim z masnim spektrometrom. 
V splošnem delu so opisane ekstrakcijske in kromatografske metode, s poudarkom na plinski 
kromatografiji in SPME. V nadaljevanju so podani rezultati optimizacije metode. Opisani so 
tudi optimalni pogoji za separacijo BTEX spojin s plinsko kromatografijo ter optimalni pogoji 
za SPME. Poleg opisanega dela so tudi grafično predstavljene umeritvene krivulje za vsako od 
BTEX spojin, ter vplivi na SPME (tip vlakna, temperatura, pri kateri je izvedena ekstrakcija, 
čas mešanja vzorca, čas ekstrakcije). 
Razvita metoda je linearna v koncentracijskem območju  od 0,5 μg/g do 5,0 μg/g. Meja zaznave, 
ki sem jo eksperimentalno določil, je znašala za BTEX spojine med 12,5 ng/g in 50,0 ng/g. Pri 
SPME se je kot najbolj primerno vlakno za ekstrakcijo BTEX spojin izkazalo CAR/PDMS        
75 μm vlakno. Razvita metoda se je izkazala za primerno metodo za določanje BTEX spojin v 
tleh in je bila tudi preizkušena na realnih vzorcih tal, ki so bila onesnažena z dizelskim gorivom. 
Razen toluena, ki je bil prisoten v enem od vzorcev v koncentraciji 0,043 μg/g, je bila 
koncentracija ostalih analitov pod mejo zaznave. 













Development of a method for BTEX determination in soil 
 
 
Abstract: Benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (BTEX) are environmental pollutants, 
that are part of the group of pollutants called volatile organic compounds (VOC). They are 
found in petroleum oil and are used in industry as solvents and as a precursors for synthesis of 
various organic compounds and materials. BTEX compounds are toxic for humans, while 
benzene is also cancerogenic and teratogenic. Because the smallest fraction of BTEX 
compounds in environment are found in water and adsorbed to soil, they need to be 
preconcentrated before the analysis, for which we use extraction methods, such as solid phase 
microextraction (SPME). In this study we developed a method for quantification of BTEX 
compounds in soil, for which we used SPME as an extraction method and gas chromatography 
coupled with mass spectrometry for analysis.  
In the general part extraction and chromatography methods, with the emphasis on gas 
chromatography and SPME are described. Furthermore results of the method optimisation are 
presented. Optimal conditions for separation of BTEX compounds with gas chromatography 
and optimal conditions for SPME are also described. The effect of type of fiber, temperature, 
duration of sample agitation and duration of extraction on SPME are graphically presented for 
each of the BTEX compounds, alongside with calibration curves. 
Developed method has linear concentration range from 0.5 μg/g to 5.0 μg/g. Limit of detection, 
which we determined experimentally, was for BTEX compounds from 12.5 ng/g to 50.0 ng/g. 
CAR/PDMS 75 μm fiber has proven to be the most suitable fiber for extraction of BTEX 
compounds using SPME. The developed method has proven to be suitable for the determination 
of BTEX compounds in soil and was tested on the real samples of soil, that was contaminated 
with diesel fuel. Besides toluene, which was present in one sample in the concentration of       
0.043 μg/g, the concentrations of other BTEX compounds were below the limit of detection. 







1. Uvod in namen dela 
 
Onesnaženje okolja z industrijskimi emisijami je eden od največjih okoljskih problemov. 
Onesnaženje tal, vode in zraka z industrijskimi emisijami je povezano z različnimi boleznimi, 
kaj je eden izmed razlogov, zakaj je pričakovana življenjska doba v državah v razvoju krajša 
od pričakovane življenjske dobe v razvitih državah. Vsako leto industrija odda v okolje velike 
količine kemikalij, ki poškodujejo pljuča, živčni sistem, razmnoževalni sistem, provzročajo 
tvorbo raka ipd.  
BTEX spojine so ene izmed spojin, ki se največ industrijsko proizvajajo. Na leto se v svetu 
proizvede 8 – 10 milijonov ton benzena, 5 – 10 milijonov ton toluena, 5 – 10 milijonov ton 
etilbenzena in 10 - 15 milijonov ton ksilenov. Večina BTEX spojin, ki pride v okolje, prihaja z 
industrijskimi emisijami in naftnimi razlitji. Poleg industrije in naftnih razlitij, so glavni vir 
onesnaženja okolja z BTEX spojinami motorna vozila in cigaretni dim. Največja količina se 
distribuira v zrak, pri čemer manjša količina ostane v vodi in adsorbirana na tla, pri čemer se 
pojavlja tveganje za vnos teh kemikalij skozi kontaminirane kmetijske pridelke, z vdihovanjem 
par iz zemlje, s pitjem vode in z absorpcijo skozi kožo [1]. 
Za identifikacijo in kvantifikacijo BTEX spojin v tleh se predvsem uporablja plinska 
kromatografija (GC) ali plinska kromatografija sklopljena z masnim spektrometrom (GC-MS). 
Ker se BTEX spojine v tleh nahajajo v zelo nizkih koncentracijah, je za njihovo kvantifikacijo 
potrebna predkoncentracija. Za predkoncentracijo lahko uporabimo različne ekstrakcijske 
tehnike, kot so ekstrakcije s topili, superkritična fluidna ekstrakcija, ekstrakcija na trdno fazo 
(SPE), SPME ipd. [2]. 
Namen mojega dela je bil razviti metodo za določanje BTEX spojin v tleh. Zaradi nizke 
koncentracije BTEX spojin v tleh sem kot predkoncentracijsko metodo uporabil SPME. Pri 
SPME sem najprej izbral vlakno, ki je najbolj učinkovito za ekstrakcijo BTEX spojin, pri čemer 
se je kot tako izkazalo CAR/PDMS 75 μm vlakno. Naprej sem tudi optimiziral druge parametre 
ekstrakcije, kot so čas mešanja vzorca pred ekstrakcijo, temperatura med ekstrakcijo in čas 
trajanja ekstrakcije. Za analizo BTEX spojin po ekstrakciji sem uporabil plinski kromatograf 
sklopljen z masnim spektrometrom. Za optimizacijo kromatografskih pogojev sem uporabil 











2. Splošni del 
2.1. Hlapne organske spojine (HOS) 
Hlapne organske spojine so spojine, ki imajo visok parni tlak pri sobni temperaturi. Posledica 
tega je visoka hlapnost. Zaradi hlapnosti jih emitirajo razni naravni in predvsem človeški viri, 
kot so petrokemična industrija, motorna vozila, bencinske črpalke ipd. Primeri hlapnih 
organskih spojin so razna halogenirana in nehalogenirana organska topila, aldehidi, ketoni in 
BTEX spojine. Koncentracija hlapnih organskih spojin se v okolju vedno nadzoruje zaradi 
njihove strupenosti. Nekatere od hlapnih organskih spojin so tudi kancerogene, kot so benzen, 
formaldehid, tetrakloroetilen in policiklični aromatski ogljikovodiki. Nekatere hlapne spojine 
tudi lahko reagirajo z dušikovimi oksidi v prisotnosti sončne svetlobe, pri čemer nastaja ozon, 
ki lahko provzroči nastanek petrokemijskega smoga [3]. 
 
2.1.1. BTEX 
BTEX spojine so aromatske spojine, ki imajo podobno kemijsko strukturo, lastnosti in 
obnašanje v okolju. Kot je vidno v tabeli 1, imajo BTEX spojine manjšo gostoto od vode, pri 
čemer ima benzen največjo topnost v vodi in najnižje vrelišče, kar pomeni, da je najbolj hlapen. 
Nizek porazdelitveni koeficient BTEX spojin med oktanolom in vodo (Kow) kaže  na to, da se 
BTEX spojine bistveno ne bioakumulirajo. Uporabljajo se kot topila in industrijske kemikalije. 
Koncentracija BTEX spojin se uporablja kot indikator pri ocenjevanju obsega, starosti in 
strupenosti razlitja nafte, saj so sestavne spojine nafte.  
BTEX spojine se uporabljo kot prekurzorji za sintezo različnih organskih spojin, plastičnih mas, 
polimerov in ostalih industrijskih materialov. Nahajajo se v barvah, lepilih, tobačnem dimu in 
so sestavni del dima, ki nastaja pri požarih. Naravni vir BTEX spojin je nafta. Glavni vir emisije 
BTEX spojin v atmosfero so motorna vozila in kemijska industrija [4]. 
V naravi se najmanjši delež BTEX spojin nahaja adsorbiranih na tleh, saj BTEX spojine raje 
migrirajo iz tal v vodo in zrak. Največji delež BTEX spojin se nahaja v zraku, pri čemer ta delež 
za benzen znaša 99,9 %. V zraku se BTEX spojine razgradijo preko reakcij s hidroksilnimi 
radikali in v vodi skozi aerobno biorazgradnjo [5]. 
BTEX spojine so strupene za ljudi. Daljša izpostavljenost tudi pri nizkih koncentracijah lahko 
poškoduje centralni živčni sistem, jetra, ledvice, razmnoževalni sistem in ostale organe. Najbolj 
strupen od vseh je benzen, ki je tudi kancerogen in teratogen. Povezan je z različnimi boleznimi, 





















































































































































































Ekstrakcije spadajo med metode priprave vzorca, pri katerih ločujemo komponente glede na 
njihovo porazdeljevanje med dvema fazama. Prva faza je vzorec, druga pa topilo, s katerim se 
vzorec ne meša, ali trdna snov, ki adsorbira analit. Glede na drugo fazo ločujemo več vrst 
ekstrakcij, pri čemer sta najbolj uporabljani ekstrakcija s topili (LLE) in ekstrakcija na trdno 
fazo (SPE). Na ta način lahko ločujemo analite od matrice, pri čemer se znebimo različnih 
interferenc, ali analite predkoncentriramo. Ekstrakcije so predvsem pomembne pri plinski 
kromatografiji, saj je malo vzorcev dovolj hlapnih, da bi jih neposredno injicirali v plinski 
kromatograf. Zaradi tega je treba analite ekstrahirati v hlapno organsko topilo ali v plinsko fazo, 
preden jih injiciramo v kromatograf. Zaželeno je tudi, da pri ekstrakciji ekstrahiramo čim manj 
nehlapnih interferenc, saj te lahko kontaminirajo instrument ali kolono [8,9,10]. 
Zaradi nizkih predkoncentracijskih faktorjev pri ekstrakciji s topili in velike uporabe topil,  ki 
so okolju škodljiva, so razvite nove ekstrakcije s topili, ki jih imenujemo mikroekstrakcije v 
tekočo fazo (ang. Liquid phase microextraction, LPME), kjer uporabimo le nekaj mikrolitrov 
topila. Med te predvsem spadajo mikroekstrakcija s kapljico (angl. Single drop microextraction, 
SDME), disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (angl. Dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME) in mikroekstrakcija z votlim vlaknom (ang. Hollow fiber 
microextraction, HF-LPME).  
Razvita je tudi mikroekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid phase microextraction, SPME), ki je 
prenosna, hitrejša in bolj enostavna ekstrakcijska tehnika, kot je ekstrakcija na trdno fazo. Za 
razliko od ekstrakcije na trdno fazo in tudi ostalih ekstrakcijskih tehnik, kot so ekstrakcije s 
topili, pri SPME ne uporabljamo organskih topil, ki so za okolje nevarna [11]. 
 
2.2.1. Mikroekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid-Phase Microextraction, SPME) 
SPME je hitra, enostavna in prenosna ekstrakcijska tehnika, ki je združljiva z visokoločljivostno 
tekočinsko kromatografijo (HPLC) in GC. Najbolj pomembna prednost SPME nasproti ostalim 
LLE in SPE je dejstvo, da pri SPME ne uporabljamo organskih topil, ki so za okolje nevarna, 
saj ekstrakcija analitov pri SPME temelji na adsorpciji in desorpciji analitov na vlakno iz 
kremenčevega stekla (SiO2), ki je prevlečeno s stacionarno fazo [12]. 
SPME je selektivna in neporušna metoda, saj pri SPME ekstrahiramo le 2 % do 20 % analitov 
iz vzorca. SPME je primerna za tekoče in plinaste vzorce, pri čemer SPME vlakno pri tekočih 
vzorcih lahko potisnemo neposredno v vzorec ali v nadprostor. V praksi se za hlapne analite 




Slika 1. Prikaz vzorčenja analitov iz nadprostora s SPME vlaknom [14] 
 
Stacionarne faze pri SPME se razlikujejo po polarnosti in debelini sloja, v katerem so nanešene 
na SPME vlakno. Najbolj uporabljana stacionarna faza pri SPME je polidimetilsiloksan 
(PDMS, ang. Polydimethylsiloxane), ki se uporablja za nepolarne spojine. Za bolj polarne 
analite se uporablja poliakrilatna stacionarna faza in za bolj hlapne analite se uporablja 
mešanica stacionarnih faz, pri čemer je osnova PDMS ali Carbowax. V tabeli 2 so podana 











Tabela 2. Nekatera od komercialno dostopnih SPME vlaken [8] 
Vlakno Debelina filma (μm) Analiti 






Nepolarni in srednje 
polarni hlapni in srednje 
hlapni analiti 
Polidimetilsiloksan (PDMS) 7 Manj hlapni nepolarni in 





Hlapni analiti, amini, 
aromatske spojine, ki 
vsebujejo nitro skupine 




75 Zelo hlapni analiti 
Karboksen/polidimetilsiloksan 
(CAR/PDMS) 




Carbowax/DVB 70 Polarne spojine 
Divinilbenzen/karboksen 
(DVB/CAR) 




Kromatografija je analizna tehnika, pri kateri analite določamo na način, da posamezne 
komponente neke mešanice ločimo na podlagi njihovega porazdeljevanja med dve fazi: 
stacionarno in mobilno. Analiti v mešanici se bodo v odvisnosti od kromatografske metode 
porazdeljevali med stacionarno in mobilno fazo glede na svojo polarnost, prisotnost 
funkcionalnih skupin, velikost ali hlapnost. Po separaciji analite detektiramo z detektorjem, ki 
se nahaja na koncu kolone. Glede na to, kako sta mobilna in stacionarna faza v stiku, 
kromatografijo delimo v dve skupini: planarno in kolonsko kromatografijo. Pri planarni 
kromatografiji je stacionarna faza papir ali nanešena na ravno ploščo. Mobilna faza se premika 
po stacionarni fazi zaradi kapilarnega vleka ali zaradi teže. Pri kolonski kromatografiji je 
stacionarna faza  nanešena v votlo cev, skrozi katero se mobilna faza premika pod vplivom 
nadtlaka ali podtlaka [9, 15]. 
Glede na interakcijo komponent mešanice s stacionarno fazno poznamo več vrst 
kromatografije: 
• Adsorpcijska kromatografija. Mobilna faza je plin ali tekočina. Stacionarna faza je 
trdna snov, na katero se komponente mešanice adsorbirajo. Čim močneje se nek analit 
adsorbira na stacionarno fazo, tem počasneje se premika skrozi kolono. 
• Porazdelitvena kromatografija. Stacionarna faza je tekočina, vezana na trdni nosilec 
v koloni. Mobilna faza je plin ali tekočina, ki se premika skozi kolono in se analiti 
porazdeljujejo mednjo in stacionarno fazo. 
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• Ionsko-izmenjalna kromatografija. Na stacionarno fazo so kovalentno vezani kationi, 
kot je –N(CH3)3
+, ali anioni, kot je –SO3
-, na katerih interagirajo ioni analita z 
nasprotnim nabojem zaradi elektrostatskega privlaka. Mobilna faza je tekočina. 
• Velikostno izključitvena kromatografija ali gelska kromatografija. Stacionarna 
faza je porozen gel, pri katerem se analiti v porah zadržujejo glede na velikost. Pore so 
dovolj majhne, da izključujejo velike molekule. Velike molekule se sploh ne zadržujejo 
v njih in se zaradi tega prve eluirajo. Majhne molekule potujejo bolj počasi, ker pridejo 
v gel in morajo zaradi tega prepotovati daljšo razdaljo, preden pridejo do konca kolone. 
• Afinitetna kromatografija. Najbolj selektivna kromatografija, kjer so na površini 
stacionarne faze vezane molekule, ki specifično vežejo določen analit. Npr. na 
stacionarnoj fazi je lahko vezano protitelo, ki specifično veže določen protein. Ko gre 
mešanica proteinov skrozi kolono, se bo ta protein vezal na stacionarno fazo. Ko vsi 
ostali proteini pridejo ven iz kolone, lahko vezani protein eluiramo iz kolone s 
spremembo pH ali ionske moči [16]. 
 
2.3.1. Plinska kromatografija 
S plinsko kromatografijo določamo analite, ki so hlapni in termično stabilni. Med te spadajo 
različna topila, zdravila, okoljska onasnežavala ipd. Stacionarna faza pri plinski kromatografiji 
je ponavadi nehlapna tekočina, ki je adsorbirana ali kovalentno nanešena na trdni nosilec. Poleg 
tekočine, nanešene na trdni nosilec, se kot stacionarna faza uporablja tudi trdna snov, na katero 
se analiti iz mobilne faze adsorbirajo. Mobilna faza je plin, ponavadi helij, ki se pomika skozi 
kolono. Kot mobilna faza se uporabljajo tudi argon, dušik in vodik. Analizo s plinsko 
kromatografijo lahko izvajamo izotermno, pri čemer je temperatura pečice, v kateri je kolona, 
ves čas konstantna, ali s temperaturnim programiranjem, pri čemer se temperatura prečice, v 
kateri je kolona, zvišuje. Plinski kromatograf je sestavljen iz jeklenke z nosilnim plinom, 
injektorja, termostatirane pečice, kolone in detektorja, kar je prikazano na sliki 2 [8, 9, 16].  
 
Slika 2. Shema plinskega kromatografa [16] 
8 
 
2.3.1.1. GC Kolone 
Pri plinski kromatografiji ločimo dve vrsti kolon: 
• Kapilarne kolone  (ang. Open tubular columns). Za analizne namene se največkrat 
uporabljajo kapilarne kolone. Narejene so iz kvarčnega stekla in so prevlečene s 
poliamidnim polimerom zaradi zaščite pred atmosfersko vlago. Notranji premer 
kapilarnih kolon je med 0,10 in 0,53 mm. Dolžina je med 10 in 100 m, pri čemer se 
najbolj pogosto uporablja dolžina okrog 30 m. Ločimo tri vrste kapilarnih kolon, kar je 
prikazano na sliki 3: 
1) WCOT (ang. Wall-coated open tubular) kapilarne kolone. Pri WCOT 
kolonah je plast tekoče stacionarne faze debeline 0,1 – 5,0 µm nanešena 
na steno kolone. 
2) SCOT (ang. Support-coated open tubular) kapilarne kolone. Pri SCOT 
kolonah se stacionarna faza nahaja na trdnemu nosilcu, ki je nanešen na 
steno kolone.  
3) PLOT (ang. Porous-layer open tubular) kapilarne kolone. Pri PLOT 
kolonah stacionarno fazo predstavljajo trdni delci. Ločevanje analitov na 
PLOT kolonah temelji na adsorpciji [16]. 
 
Slika 3. Grafični prikaz kapilarnih kolon [16] 
 
 
• Polnjene kolone (ang. Packed columns). Polnjene kolone so narejene iz nerjavnega 
jekla ali stekla dolžine 2-3 m in premera 2-4 mm. Kot polnilo ali nosilec tekoče 
stacionarne faze se največ uporablja diatomejska zemlja. Za razliko od kapilarnih kolon 
imajo polnjene kolone večjo kapaciteto, vendar se zaradi slabše ločljivosti in daljšega 






2.3.1.2. Stacionarne faze 
Lastnosti, ki jih ima tekoča stacionarna faza pri plinski kromatografiji, so nizka hlapnost, 
termična stabilnost in kemijska inertnost. Retencijski čas analita na koloni je odvisen od 
porazdelitvene konstante, ki je odvisna od kemične narave tekoče stacionarne faze, predvsem 
od polarnosti. Če želimo, da pride do ločbe različnih komponent vzorca, morajo biti njihove 
porazdelitvene konstante dovolj različne, da bi prišlo do dobre ločbe. Če je porazdelitvena 
konstanta prevelika, dobimo zelo dolge retencijske čase in če je premajhna, dobimo kratke 
retencijske čase in s tem slabo ločbo. Zaradi tega je pomembna pravilna izbira stacionarne faze 
za analite, pri čemer se morajo analiti, ki jih določujemo, in stacionarna faza ujemati glede na 
polarnost. Polarne stacionarne faze imajo funkcionalne skupine, kot so –CN, –CO in –OH. 
Ogljikovodikove in dialkil siloksanske stacionarne faze so nepolarne. Poliesterske stacionarne 
faze so zelo polarne. Polarni analiti so alkoholi, kisline in amini, analiti s srednjo polarnostjo 
so etri, ketoni in aldehidi. Nepolarni analiti so nasičeni ogljikovodiki. Če se polarnosti kolone 
in komponent vzorca ujemajo, potem se analiti na koloni eluirajo v odvisnosti od svoje 
hlapnosti. V tabeli 3 so zbrane nekatere kolone, ki se v praksi najpogosteje uporabljajo [15]. 
 
Tabela 3. Nekatere od pogosto uporabljanih tekočih stacionarnih faz pri plinski kromatografiji 
[15] 




























































V novejšem času so tudi razvite kiralne stacionarne faze, ki omogočajo ločbo enantiomerov s 
plinsko kromatografijo. Kot kemijska osnova kiralnih stacionarnih faz se najpogosteje 




2.3.1.3. GC detektorji 
Na koncu kromatografske kolone se nahaja detektor, ki detektira eluirane analite. Signal, ki ga 
dobimo, je kromatografski vrh. Kromatografski vrh je v obliki Gaussove krivulje in ploščina 
pod krivuljo je odvisna od koncentracije, kar izkoriščamo pri kvantitativni analizi. Pri večini 
detektorjev za kvalitativno analizo upoštevamo retencijski čas, ki je pri enakih kromatografskih 
pogojih vedno enak za posamezni analit, vendar ne dobimo informacije o strukturi molekule. 
Edina dva detektorja, ki nam podasta informacije o strukturi molekule, sta FTIR (ang. Fourier 
transform IR) in MS (ang. Mass spectrometer) detektorja. V praksi se običajno uporablja MS 
detektor, ker ima dosti nižjo mejo zaznave nasproti FTIR detekorju [17]. V tabeli 4 so podani 
nekateri od najbolj pogosto uporabljenih detektorjev. 
 
Tabela 4. Najbolj pogosto uporabljani detektorji [15] 
Detektor Zazna spojine Meja zaznave 
Plamensko ionizacijski 






Detektor na termično 
prevodnost (angl. Thermal 





Detektor na zajetje elektronov 






Termionični detektor (ang. 
Thermionic detector, TID) 
Spojine, ki vsebujejo 
dušik ali fosfor 
0,1 pg/s (P), 1 pg/s (N) 
Detektor na elektrolitsko 
prevodnost (ang. Electrolytic 
conductivity detector) 
Spojine, ki vsebujejo 
halogene, žveplo ali dušik 
0,5 pg Cl/s, 2 pg S/s,            
4 pg N/s 
Fotoionizacijski detektor (ang. 
Photoionization decetor, PID) 
Spojine, ki ionizirajo v 
prisotnosti UV žarkov 
2 pg C/s 
Masni spektrometer (ang. Mass 
spectrometer, MS) 
Univerzalen detektor 0,25 – 100 pg 
IR spektrometer na osnovi 
Fourierjeve transformacije 





0,2 – 40 ng 
 
2.3.1.3.1. Masni spektrometer 
Eden od najboljših detektorjev pri plinski kromatografiji je masni spektrometer, ki je prikazan 
na sliki 4, ker poleg nizke meje zaznave tudi podaja informacije o strukturi molekule, kar 
omogoča poleg kvantitativne analize tudi kvalitativno analizo. Sklopitev plinskega 
kromatografa z masnim spektrometrom se imenuje GC-MS. Z masnim spektrometrom 
ločujemo ione elementov, molekul ali fragmentov molekul glede na njihovo razmerje med maso 
in nabojem (m/z). Masni spektrometer je sestavljen iz ionskega vira, masnega analizatorja in 
detektorja ionov. Analiti iz plinskega kromatografa po separaciji pridejo v masni spektrometer 
skozi vmesnik. V masnem spektrometru se zniža atmosferski tlak, ki je bil v plinskem 
kromatografu, na tlak, ki znaša med 10-5 in 10-8 torr. V masnem spektrometru analiti najprej 
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pridejo do ionskega vira, ki ionizira analite, pri čemer nastanejo molekulski ioni. V primeru 
elektronske ionizacije (ang. Electron ionisation, EI) pride do razpada nastalih molekulskih 
ionov, pri čemer nastanejo ionizirani fragmenti, ki nam podajajo strukturne informacije o 
molekuli. Nastali spekter, sestavljen iz fragmentov, uporabljamo za kvalitativno analizo. 
Molekulski ioni in ionizirani fragmenti potem grejo v analizator, ki ločuje ione na osnovni 
njihovega m/z razmerja. Po ločbi, gredo ioni na detektor, ki je najpogosteje elektronska 
pomnoževalka [17]. 
 





3. Eksperimentalni del 
3.1. Reagenti 
• Benzen, Alkaloid Skopje, pro analysis 
• Toluen, Merck (Nemčija), > 99,9 % 
• Ksilen, Kemika, pro analysis (1H NMR analiza je pokazala, da vsebuje mešanico            
m-ksilena in p-ksilena v razmerju približno 3 : 1) 
• o-ksilen, Fluka, > 99,0 % 
• Etilbenzen, Fluka, čistota neznana 
• Aceton, Merck (Nemčija), ≥ 99,5 % 
• n-heksan, Honeywell (ZDA), ≥ 95,0 % 
• Sistem za pripravo DI vode Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani 
3.2. Aparature in pripomočki 
• Plinski kromatograf 7890A sklopljen z masnim kvadrupolnim spektrometrom 5975C, 
Agilent Technologies 
• Analizna tehtnica Entris, Sartorius 
• Hladilnik za hranjenje kemikalij, Kirsch 
• 10 μL siringa, Hamilton Bonaduz (Švica)  
• Brand  Transferpette S avtomatska pipeta, 20 μL – 200 μL, 0,5 mL – 5,0 mL 
• Biohit Proline Plus avtomatska pipeta, 0,5 mL – 5,0 mL 
• SPME držalo, Supelco 
• CAR/PDMS 75 μm vlakno, Supelco 
• DVB/CAR/PDMS 50 μm vlakno, Supelco 
• Čaše 
• Urna stekla 
• Merilne bučke 
• Steklene kapalke 
• Viale 
 
3.3. Priprava standardnih raztopin  
Osnovne standardne raztopine BTEX spojin koncentracije približno 1 mg/mL sem pripravil v 
n-heksanu z raztapljanjem čiste spojine, ki sem jo pred tem natehtal na analizni tehtnici. 
Standardne raztopine, ki sem jih potreboval za optimizacijo kromatografskih pogojev, 
optimizacijo SPME tehnike in izdelavo umeritvenih premic, sem pripravil z razredčevanjem 
osnovnih standardnih raztopin v različnih topilih: n-heksanu, acetonu in DI vodi.  
Za optimizacijo kromatografskih pogojev in za izdelavo umeritvene premice pri neposrednem 
injiciranju v GC-MS sistem sem pripravil standardne raztopine BTEX spojin z razredčevanjem 
osnovnih standardnih spojin v n-heksanu v koncentracijskem območju 10,0 – 50,0 mg/L. Na 
enak način sem tudi pripravil osnovno raztopino za pripravo sintetičnega vzorca, kjer sem 
najprej pripravil vmesno raztopino z naslednjimi koncentracijami: benzen 250,0 mg/L, toluen 
150,0 mg/L, etilbenzen 100,0 mg/L, o-ksilen, m-ksilen in p-ksilen 100,0 mg/L. To raztopino 
sem potem naprej razredčil za faktor 125.  
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Za izdelavo umeritvene premice pri SPME tehniki sem pripravil standardne raztopine BTEX 
spojin v koncentracijskem območju 0,1 – 1,0 mg/L. Ker sem potreboval vodne raztopine BTEX 
spojin, sem najprej pripravil vmesno standardno raztopino koncentracije 50,0 mg/L, kjer sem 
kot topilo uporabil aceton, da odstranim n-heksan, ki za razliko od acetona ni topen v vodi.  
Iz te vmesne raztopine sem potem pripravil standardne raztopine BTEX spojin v že omenjenem 
koncentracijskem območju z razredčevanjem z DI vodo.  
Vse standardne raztopine sem med izvajanjem eksperimentalnega dela diplomske naloge hranil 
v hladilniku pri temperaturi 5 °C. 
3.4. Priprava sintetičnega vzorca 
Vzorec njivske zemlje, ki ni vsebovala BTEX spojin, sem najprej presejal, da se znebim 
kamenčkov. Po presejanju, sem čisto zemljo dodatno zdrobil v terilnici. Na analizni tehnici sem 
na urno steklo natehtal 10 g tako pripravljene zemlje in sem počasi in enakomerno dodal 25 mL 
standardne raztopine BTEX spojin v heksanu, ki je vsebovala analite v naslednjih 
koncentracijah: benzen 2,0 mg/L, toluen 1,2 mg/L, etilbenzen 0,8 mg/L, o-, m- in p-ksilen        
0,4 mg/L. Vzorec sem potem pustil 24 h v digestoriju, da topilo odhlapi.  
3.5. Pogoji na plinskemu kromatografu 
• Vrsta kolone: Vocol kapilarna GC kolona, Supelco 
• Dimenzije kolone: 60 m × 0,25 mm × 1,50 μm 
• Temperatura injektorja: 240 °C 
• Način vbrizgavanja: „Splitless“ 
• Nosilni plin: He, > 99,99 % 
• Pretok nosilnega plina: 1,3 mL/min. 
• Temperaturni program: Tabela 5 
 







Začetna temperatura - 50 2 
 10 100 0 
 4 180 0 
Končna temperatura 50 220 0 
 
3.6. Pogoji na masnem spektrometru 
• Temperatura GC/MS vmesnika: 250 °C 
• Vrsta analizatorja: kvadrupolni analizator 
• Temperatura kvadrupola: 150 °C 
• Vrsta ionizacije: elektronska ionizacija pri 70 eV 
• Temperatura ionskega izvora: 250 °C 
• Način snemanja: TIC snemanje 
• Območje snemanja: 33 m/z – 550 m/z 
• Zamik snemanja: 3 min. 
• Knjižnica masnih spektrov: NIST05 
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3.7. Mikroekstrakcija na trdno fazo 
V 10 mL vialo sem natehtal 1,0 g zemlje in dodal 5 mL DI vode. Pri pripravi umeritvene krivulje 
za SPME tehniko sem namesto DI vode dodal standardno vodno raztopino BTEX spojin 
ustrezne koncentracije in pri analizi realnega vzorca po metodi standarnega dodatka sem dodal 
1 mL vodne raztopine BTEX spojin in 4 mL DI vode. Posodico sem zaprl z ustreznim 
pokrovčkom in nastalo suspenzijo mešal 30 min na magnetnem mešalu. Potem sem suspenzijo 
inkubiral 5 min pri 30 °C na termostatirani vodni kopeli. Po inkubaciji sem prebodel pokrovček 
z zaščitno iglo SPME nastavka in iz nje potisnil vlakno za mikroekstrakcijo. Počakal sem          
30 min in potem potegnil vlakno nazaj v zaščitno iglo. Zaščitno iglo SPME nastavka sem potem 
vstavil v injektor plinskega kromatografa in iz nje potisnil vlakno. Iglo sem pustil v injektorju 
5 min, da so se spojine z vlakna termično desorbirale. Opisani postopek vzorčenja je grafično 
prikazan na sliki 5. 
 
Slika 5. Prikaz ravnotežnih procesov, ki se dogajajo v viali pri mikroekstrakciji na trdno fazo 




4. Rezultati in diskusija 
 
4.1. Optimizacija kromatografskih pogojev 
Pri določitvi retencijskih časov tR BTEX spojin sem najprej v plinski kromatograf injiciral po 
1 µL standardnih raztopin posameznih spojin v n-heksanu koncentracije 50 mg/L. Injiciranje 
za vsako spojino sem ponovil trikrat. Retencijski časi BTEX spojin pri izbranih 
kromatografskih pogojih so podani v tabeli 6.  
Tabela 6: Retencijski časi BTEX spojin 
spojina tR [min] 
benzen 10,743 ± 0,006 
toluen 14,288 ± 0,009 
etilbenzen 18,039 ± 0,003 
m,p-ksilen 18,236 ± 0,003 
o-ksilen 19,555 ± 0,003 
 
Na retencijske čase  je najbolj vplivala temperatura vrelišča spojin, na osnovi česa so se spojine 
ločevale. Zaradi tega ima najkrajši retencijski čas benzen, ki ima tudi najnižjo temperaturo 
vrelišča. Najdaljši retencijski čas ima o-ksilen, ki ima najvišjo temperaturo vrelišča. Polarnost 
spojin ni imela pomembnega vpliva na ločevanje spojin, saj se na nepolarni koloni o-ksilen dlje 
časa zadržuje kot npr. etilbenzen, čeprav je manj polaren od etilbenzena. Težavo sem imel z 
ločevanjem p-ksilena in m-ksilena, saj sta temperaturi vrelišča obeh spojin precej blizu in sta 
se zaradi tega njuna kromatografska vrha prekrivala. Težavo sem poskusil odpraviti s 
spreminjanjem temperaturnega programa, vendar je na ta način nisem uspel odpraviti. V 
znanstvenih virih sem prebral, da so tudi ostali imeli enako težavo in so oba izomera 
obravnavali kot en sam vrh, za kar sem se potem tudi sam odločil [18, 19]. To težavo lahko 
odpravimo edino z dvodimenzionalno plinsko kromatografijo [20]. 
Za izdelavo umeritvene premice sem pripravil mešanico BTEX spojin v n-heksanu z 
naslednjimi koncentracijami: 10,0, 20,0, 30,0, 40,0 in 50,0 mg/L. Vsako raztopino sem injiciral 
trikrat v plinski kromatograf.  
Kot je vidno na sliki 6, so kromatografski vrhovi BTEX spojin precej dobro ločeni med seboj, 
razen m-ksilena in p-ksilena, kjer sta ta dva vrhova popolnoma prekrita in jih obravnavamo kot 
en sam vrh. S tem vrhom tudi etilbenzen ni popolnoma ločen, vendar je dovolj dobro ločen, da 





Slika 6: Kromatogram standardne raztopine BTEX spojin koncentracije 50 mg/L pri podanih 
kromatografskih pogojih 
Parametri umeritvenih premic, ki so prikazane na grafih 1-5, so podani v tabeli 7. 
  Tabela 7. Parametri umeritvenih premic pri optimizaciji kromatografske metode 
 enačba premice 
linearno 
območje [mg/L] R2 RSD [%] 
meja zaznave 
[mg/L] 
benzen y = 2,4 ‧ 105 x + 7,5 ‧ 105 10,0 – 50,0 0,9995 12,3 1,0 
toluen y = 3,5 ‧ 105 x – 4,0 ‧ 104 10,0 – 50,0 0,9956 11,7 1,0 
etilbenzen y = 4,5 ‧ 105 x + 2,8 ‧ 105 10,0 – 50,0 0,9996 8,57 0,5 
m-,p-ksilen y = 3,7 ‧ 105 x + 5,1 ‧ 104 10,0 – 50,0 0,9965 11,8 0,5 
o-ksilen y = 3,8 ‧ 105 x + 4,9 ‧ 105 10,0 – 50,0 0,9966 9,30 1,0 
 
Pri izračunu enačbe umeritvene premice sem izločil meritev pri 30,0 mg/L, ker sem z 
upoštevanjem te meritve dobil korelacijske koeficiente (R2) med 0,9750 in 0,9890. Z 
izločenjem te meritve sem dobil dosti boljše korelacijske koeficiente (R2), ki so znašali med 
0,9956 in 0,9996. Izločanje meritve pri koncentraciji 30,0 mg/L se mi zdi smisleno, ker je to 
težiščna točka umeritvene premice. Za določanje enačbe umeritvene premice sem izbral 
koncentracijsko območje od 10,0 mg/L do 50,0 mg/L. Meritve so pokazale, da je to območje 
smisleno, saj je sipanje rezultatov pri koncentraciji 10,0 mg/L dosti večje, kot je pri višjih 
koncentracijah. Mejo zaznave sem določil eksperimentalno, tako da sem zniževal koncentracije 
BTEX spojin do najnižje koncentracije, pri kateri se je masni spekter spojine še ujemal z 
masnim spektrom iz knjižnice. Na ta način sem določil meje zaznave za benzen, toluen in o-
ksilen v vrednosti 1,0 mg/L in vrednost 0,5 mg/L za etilbenzen in m,p-ksilen. Meje zaznave 
nisem ocenil kot trikratne vrednosti šuma, ker bi bile na ta način izven linearnega območja in 
bi dobil nerealne meje zaznave, kot dejansko so. Vrednost relativnega standardnega odmika 
(RSD) sem izračunal kot povprečje vseh določitev pri določeni spojini, razen določitve pri         
10 mg/L, ki je nisem upošteval zaradi bistveno večjega sipanja nasproti ostalim koncentracijam. 
Na ta način sem dobil vrednosti relativnih standardnih odmikov med 8,57 % in 12,3 %, kar je 




Graf 1. Umeritvena premica benzena pri neposrednem injiciranju standardnih raztopin v            
n-heksanu 
 
Graf 2. Umeritvena premica toluena pri neposrednem injiciranju standardnih raztopin v                     
n-heksanu 








































Graf 3. Umeritvena premica etilbenzena pri neposrednem injiciranju standardnih raztopin v     
n-heksanu 
 
Graf 4. Umeritvena premica m,p-ksilena pri neposrednem injiciranju standardnih raztopin v    
n-heksanu 









































































4.2. Optimizacija mikroekstrakcije na trdno fazo 
Pri optimizaciji mikroekstrakcije na trdno fazo sem optimiziral naslednje parametre: čas 
ekstrakcije, čas mešanja suspenzije vode in zemlje pred ekstrakcijo in temperaturo, pri kateri 
sem delal ekstrakcije. Preden sem začel z optimizacijo parametrov za mikroekstrakcijo, sem 
naprej analiziral vzorec čiste suhe njivske zemlje. 2,0 g vzorca sem natehtal v vialo, potem sem 
zamašil vialo z pokrovčkom in jo dal na vodno kopel inkubirat 5 min pri 40 °C in potem sem 
probodel pokrovček z zaščitno iglo SPME nastavka in potisnil vlakno. Po 30-ih minutah sem 
vlakno potegnil nazaj v zaščitno iglo, jo prenesel v injektor plinskega kromatografa in potisnil 
vlakno iz zaščitne igle. Po 5-ih minutah sem vlakno potegnil nazaj v zaščitno iglo.  
 
Slika 7. Izsek kromatograma čiste njivske zemlje, ki ne vsebuje BTEX spojin, analizirane z 
SPME-GC-MS metodo 
Iz analize, ki je prikazana na sliki 7, sem ugotovil, da vzorec njivske zemlje ne vsebuje BTEX 
spojin, saj masni spektrometer ni zaznal nobene od BTEX spojin. Isti vzorec sem nato uporabil 
za pripravo sintetičnega vzorca, ki je vseboval BTEX spojine. Potem sem na enak način začel 
izvajati ekstrakcije na sintetičnem vzorcu. Na ta način sem dobil slabe izkoristke ekstrakcije, 
pri čemer se benzen ni nikoli ekstrahiral v dovolj veliki količini, da bi ga lahko z analizo zaznal, 
in sem poskusil natehtati večjo maso vzorca. Ko sem ekstrakcijo naredil s 5,0 g vzorca, sem 
dobil še slabše izkoristke, verjetno zaradi debelega sloja zemlje, ki je oviral prehajanje BTEX 
spojin iz nižjih slojev zemlje v nadprostor. Potem sem poskusil natehtati manjšo maso vzorca 
in ko sem natehtal 0,5 g vzorca, sem dobil še slabše izkoristke, kar pomeni, da je masa vzorca, 
ki sem jo prvič uporabil (2,0 g), okrog optimalne mase vzorca.  Rešitev za dani problem sem 
našel v znanstveni literaturi [19], kjer so vzorcu zemlje dodali vodo, kar je povzročilo 
desorpcijo BTEX analitov, ki so bili adsorbirani na zemljo in s tem pospešilo migracijo BTEX 
spojin iz zemlje v nadprostor. V vialo sem potem natehtal 1,0 g vzorca, dodal 5 mL DI vode in 
mešal nastalo suspenzijo 5 min, preden sem jo dal inkubirat in potem naredil ekstrakcijo. Na ta 







4.2.1. Vpliv tipa vlakna na ekstrakcijo 
Ko z dodatkom vode k vzorcu še nisem uspel ekstrahirati dovolj benzena, sem se odločil 
zamenjati vlakno. V prejšnjih poskusih sem uporabljal DVB/CAR/PDMS 50 μm vlakno, ki je 
srednje polarno in primereno za hlapne spojine širšega območja. Odločil sem se poskusiti 
CAR/PDMS 75 μm vlakno, ki je tudi srednje polarno in je primerno za hlapne spojine manjše 
molekulske mase. S CAR/PDMS 75 μm vlaknom sem dobil boljše rezultate in sem uspel 
ekstrahirati benzen. Ker mi je zmanjkalo sintetičnega vzorca in ker ga je težko pripraviti, saj 
večina BTEX spojin izhlapi, preden se veže na prst, sem se odločil, da bom pri optimizaciji 
pogojev mikroekstrakcije na trdno fazo čisti zemlji, ki ne vsebuje BTEX spojin, dodal namesto 
DI vode vodno raztopino BTEX spojin koncentracije 1,0 mg/L. Na ta način sem pri enakih 
pogojih primerjal vpliv DVB/CAR/PDMS 50 μm in CAR/PDMS 75 μm vlakna na učinkovitost 
ekstrakcije BTEX spojin.  
 
Graf 6: Odvisnost ploščine vrhov za analite od tipa vlakna 
Kot je vidno na grafu 6, je CAR/PDMS 75 μm vlakno dosti bolj učinkovito pri ekstrakciji 
benzena in toluena, kar je precej pomembno, saj sem največ težav imel z ekstrakcijo benzena, 
verjetno ker je benzen najbolj hlapen in se najmanj veže na prst. Iz tega sem sklepal, da bomo 
tudi v realnih vzorcih v primeru onesnaženja z BTEX spojinami benzen našli v najmanjših 
koncentracijah in zaradi tega je  pomembno uporabiti vlakno, ki je čim bolj učinkovito za 
njegovo ekstrakcijo. Tudi se je CAR/PDMS 75 μm vlakno izkazalo kot boljše pri ekstrakciji 
etilbenzena, vendar se je pri ekstrakciji m,p-ksilena in o-ksilena izkazalo kot nekoliko slabše.  
4.2.2. Vpliv časa mešanja na ekstrakcijo 
Ko sem izbral vlakno za mikroekstrakcijo, sem začel z optimizacijo ekstrakcijskih pogojev. 
Najprej sem optimiziral čas mešanja suspenzije, ki je nastala z dodatkom DI vode k zemlji. Po 
dodatku DI vode in magnetka sem zaprto vialo postavil na magnetno mešalo in mešal nastalo 
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Graf 7: Odvisnost ploščine vrhov za analite od časa mešanja 
Ugotovil sem, da se po 20 min učinkovitost ekstrakcije bistveno ne spreminja, po tridesetih 
minutah sem prenehal podaljševati čas ekstrakcije, kar je prikazano na grafu 7. Za optimalen 
čas mešanja sem izbral 20 min, ker se učinkovitost ekstrakcije pri daljšem času bistveno ne 
spreminja.  
4.2.3. Vpliv temperature na mikroekstrakcijo 
Naslednji parameter, ki sem ga optimiziral, je bila temperatura, pri kateri sem izvajal 
mikroekstrakcijo. Ekstrakcije sem izvajal pri naslednjih temperaturah: 30, 35, 40, 45 in 50 °C.  
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Kot je vidno na grafu 8, se učinkovitost ekstrakcije benzena rahlo zvišuje pri višjih 
temperaturah, vendar sem kot optimalno temperaturo izbral 30 °C, saj je pri tej temperaturi 
učinkovitost ekstrakcije najvišja za ostale spojine, pri katerih se učinkovitost ekstrakcije močno 
znižuje pri višjih temperaturah. 
4.2.4. Vpliv časa mikroekstrakcije 
Zadnji parameter, ki sem ga optimiziral, je bil čas mikroekstrakcije. Ekstrakcijo sem izvajal pri 
10, 20, 30, 40, 50 in 60 min.  
 
 
Graf 9: Odvisnost ploščine vrhov za analite od časa ekstrakcije 
Kot je vidno na grafu 9, se učinkovitost ekstrakcije zvišuje do 30. minute za benzen, toluen in 
etilbenzen, pri čemer se učinkovitost ekstrakcije za o,m,p-ksilen bistveno ne spreminja. Po 30-
ih minutah se pri vseh BTEX spojinah učinkovitost ekstrakcije ne spreminja več, razen za 
benzen in toluen po 60-ih minutah, kjer je prišlo do večje učinkovitosti ekstrakcije, pri čemer 
je edino pri benzenu ta sprememba nezanemarljiva, vendar sem se spet odločil, da bom kot 
optimalen čas ekstrakcije izbral 30 min, ker se pri dvakrat daljšem času izboljša ekstrakcija 
edino za benzen. 
4.2.5. Izdelava umeritvenih premic pri SPME tehniki 
Za izdelavo umeritvene krivulje sem v vialo natehtal 1,0 g čiste njivske zemlje in dodal 5 mL 
vodne raztopine BTEX spojin v koncentracijah 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 in 1,0 mg/L. Potem sem 
vstavil magnetek, zaprl vialo s pokrovčkom in dal nastalo suspenzijo mešat za 20 min pri         
900 rpm. Po 20 min sem pokrovček probodel z zaščitno iglo SPME nastavka in potisnil 
CAR/PDMS vlakno v nadprostor. Po 30 min sem potegnil vlakno nazaj v zaščitno iglo in jo 
potem vstavil v injektor plinskega kromatografa, izpustil vlakno iz zaščitne igle, počakal 5 min, 
da so se spojine termično desorbirale z vlakna, in potegnil vlakno nazaj v zaščitno iglo. Na ta 
način sem dobil umeritvene krivulje za BTEX v zemlji v koncentracijskem območju od             
0,5 – 5,0 µg/g. Za ta način izdelave umeritvenih premic sem se odločil, ker priprava sintetičnih 
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zemljo, ostali delež pa izhlapi. Primer kromatograma takega sintetičnega vzorca za umeritveno 
krivuljo je na sliki 8.  
 
Slika 8. Izsek kromatograma pri analizi zemlje s koncentracijo 0,5 µg/g BTEX s SPME tehniko 
Parametri umeritvenih premic so podani v tabeli 8, premice pa na grafih 10-14. 
Tabela 8: Parametri umeritvenih premic za optimizirano HS-SPME GC/MS metodo. 
 enačba umeritvene premice 
linearno 
območje [µg/g] R2 LOD [ng/g] RSD [%] 
benzen y = 9,5 ‧ 107 x – 2,9 ‧ 107   0,5 – 5,0 0,9947 50 13,0 
toluen y = 12,4 ‧ 107 x – 5,7 ‧ 107 0,5 – 5,0 0,9968 25 12,1 
etilbenzen y = 9,2 ‧ 107 x – 4,4 ‧ 107 0,5 – 5,0 0,9924 12,5 10,9 
m,p-ksilen y = 6,8 ‧ 107 x – 2,5 ‧ 107 0,5 – 5,0 0,9994 12,5 6,83 
o-ksilen y = 12,5 ‧ 107 x – 4,9 ‧ 107 0,5 – 5,0 0,9997 12,5 6,35 
 
Za določanje enačbe umeritvene premice sem izbral koncentracijsko območje od 0,5 µg/g do 
5,0 µg/g. Meritve so pokazale, da je to območje smiselno, saj je sipanje rezultatov pri 
koncentraciji 0,5 µg/g mg/L dosti večje kot pri višjih koncentracijah. Mejo zaznave sem določil 
na enak način, kot pri optimizaciji kromatografskih pogojev, tako da sem zniževal koncentracije 
BTEX spojin do najnižje koncentracije, pri kateri se je masni spekter spojine še ujemal z 
masnim spektrom iz knjižnice. Na ta način sem določil precej nizke meje zaznave, ki so znašale 
50 ng/g za benzen, 25 ng/g za toluen in 12,5 ng/g za o,m,p-ksilen. Meje zaznave nisem ocenil 
kot trikratne vrednosti šuma, ker bi na ta način bil izven linearnega območja in bi spet dobil 
nerealne meje zaznave. Vrednost relativnega standardnega odmika (RSD) sem izračunal kot 
povprečje vseh meritev pri določeni spojini, razen meritev pri 0,5 μg/g, ki je nisem upošteval 
zaradi bistveno večjega sipanja pri meritvah nasproti ostalim koncentracijam. Na ta način sem 




Graf 10. Umeritvena krivulja za benzen pri SPME-GC-MS metodi  
 
Graf 11. Umeritvena krivulja za toluen pri SPME-GC-MS metodi 








































Graf 12. Umeritvena krivulja za etilbenzen pri SPME-GC-MS metodi  
 
Graf 13. Umeritvena krivulja za m,p-ksilen pri SPME-GC-MS metodi 







































Graf 14. Umeritvena krivulja za o-ksilen pri SPME-GC-MS metodi 
4.2.6. Analiza realnega vzorca 
Po že opisanem postopku mikroekstrakcije sem analiziral dva vzorca zemlje, onesnažene z 
dizelskim gorivom, ki so ga odvzeli v podjetju Petrol z dveh različnih področij. Vsak vzorec 
sem analiziral dvakrat. Pri analizi prvega vzorca je masni spektrometer zaznal toluen, z 
ujemanjem masnega spektra 46 %, vendar je odziv bil prenizek, da bi koncentracijo določil po 
metodi umeritvene premice, saj se je nahajal izven linearnega območja za toluen. Kromatogram 
prvega vzorca je prikazan na sliki 9, masni spekter toluena v prvem vzorcu pa na sliki 10. Zaradi 
tega sem se odločil, da bom koncentracijo določil po metodi standardnega dodatka. Na ta način 
sem za ta vzorec določil vsebnost toluena v vrednosti 0,043 μg/g. Po analizi drugega vzorca 
sem ugotovil, da ne vsebuje nobene BTEX spojine, saj masni spektrometer ni zaznal nobene. 
Kromatogram drugega vzorca je prikazan na sliki 11. 
 
 
Slika 9. Izsek kromatograma pri analizi prvega vzorca tal 
 




















Slika 10. Masni spekter toluena v prvem vzorcu tal 
 
 















Namen mojega dela je bil razviti HS-SPME-GC/MS metodo za določanje BTEX spojin v tleh. 
Pri mikroekstrakciji na trdno fazo sem najprej ugotavljal, katero vlakno je najbolj primerno za 
ekstrakcijo BTEX spojin. Potem sem še optimiziral temperaturo, čas mešanja vzorca in čas 
ekstrakcije. Ekstrahirane analite sem analiziral s plinskim kromatografom, ki je bil sklopljen z 
masnim spektrometrom. Temperaturni program, po katerem sem analiziral ekstrahirane analite, 
sem optimiziral, še preden sem začel z optimizacijo mikroekstrakcije na trdno fazo. 
Pri optimizaciji kromatografske metode sem neposredno injiciral standardne raztopine BTEX 
spojin v n-heksanu v plinski kromatograf. Na ta način sem določil retencijske čase analitov in 
optimalni temperaturni program. Nato sem še izdelal umeritveno premico za direktno injiciranje 
v plinski kromatograf. Zgornje meje linearnega območja so bile med 10,0 mg/L in 50,0 mg/L. 
Meje zaznave so znašale med 0,5 in 1,0 mg/L. Relativni standardni odmik je bil med 8,57 % in 
12,3 %, kar je sprejemljivo za ročno injiciranje. Boljšo ponovljivost metode bi dosegel z 
avtomatskim injektorjem. 
Pri optimizaciji mikroekstrakcije na trdno fazo se je kot najbolj primerno vlakno za BTEX 
spojine izkazalo CAR/PDMS vlakno debeline 75 μm. Kot optimalni čas mešanja vzorca, 
suspendiranega v vodi, se je izkazalo 20 min. Optimalna temperatura, pri kateri sem delal 
ekstrakcije, je bila 30 °C in optimalen čas ekstrakcije je bil 30 min. Po optimizaciji 
mikroekstrakcije sem izdelal umeritvene premice za HS-SPME-GC/MS metodo. Zgorenje meje 
linearnega območja so bile med 0,5 μg/g in 5,0 μg/g. Meje zaznave so znašale med 12,5 ng/g 
in 50 ng/g. Vrednosti relativnih standardnih odmikov so znašale med 6,35 % in 13,0 %, kar je 
tudi sprejemljivo za ročno izvanje mikroekstrakcije na trdno fazo.  
Na koncu sem analiziral še realne vzorce, ki so jih odvzeli v podjetju Petrol z dveh različnih 
področij, ki sta bili onesnaženi z dizelskim gorivom. V enem od vzorcev je bil prisoten toluen 
v koncentraciji 0,043 μg/g, ostalih BTEX spojin ni bilo. V drugem vzorcu ni bila prisotna 
nobena od BTEX spojin. 
HS-SPME-GC/MS metoda se je izkazala kot primerna metoda za določanje BTEX spojin v 
tleh, predvsem zaradi nizke meje zaznave. Metoda je tudi okolju prijazna, ker v primerjavi z 
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